REPUBltQUE FRAHCAISE 



\IP\ WiFR2OO4/0 0108 



I INSTITUT 
NATIONAL DE 
LAPBOPRIETE 
INDUSTRIELLE 




BREVET DMNVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D 'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I 'Institut national de la propriete 
industrielle certifie que le document cj-annex6 est la copie 
certifiee conforme, d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lristitut. 



Fait a Paris, le . 



DOCUMENT DE PRIORITE 

PRESENTS OU TRANSMIS 
CONFORMEMENT A LA 
REGLEl7.1.a)OUb) 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriSte industrielle 
Le Chef du Dgpartement des brevets 




Martine PLANCHE 



BEST AVAILABLE COPY 



SIEGE 

INSTITUT 26 bis, rue de Salnt-Petersbourg 

NATIONAL DE ^"""US? ? M „ „„ 
Telephone : 33 (0)1 53 04 53 04 
LA PROPRIETE Telecople : 33 (0)1 53 0445 23 
INDUSTRIELLE www.bipl.fr 




BREVET DTNVENTION 



. CERT1FICAT D'UTILITE 

HAT I CHAl P£ 
LAKTPOPPtCT£ 

irtruamtsLiJC 

26bis, rue de Saint-P6tersbourg Code de la propriety intellectuelle-livreVI 

75800 Paris Cedex 08 

Telephone: 01 53.04.53.04 Telecopier 01.42.94.86.54 REQUITE EN DIzLlVRANCE 



DATE DE REMISE DES PIECES: 

N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL: c^<0 I Ul3 
D6PARTEMENT DE D£p6T: Ot<T 
DATE DE DIzPOT: 1 * 


Jean LEHU 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 

75008 PARIS 

France 




jVos references pour ce dossier: B14270.3iD DD2451 



1 NATURE DE LA DEMANDE 


Demande de brevet | 


2 TITRE DE ^INVENTION 




SUPPORT DE BIOPUCE UTILISANT DES COUCHES MINCES 




DE MATERIAU SOL GEL ET PROCEDE DE REALISATION 


3 DECLARATION DE PRIORITE OU 


Pays ou organisation Date N° 


REQUETE DU BENEFICE DE LA DATE DE 




DEPOT D'UNE DEMANDE ANTERIEURE 




FRANCAISE 




4-1 DEMANDEUR 


Nom 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 


Rue 


31-33. rue de la Federation 


Code postal et ville 


75752 PARIS 15eme 


Pays 


France 


Nationality 


France 


Forme juridique 


Etabiissement Public de Caractere Scientifique. technique et Ind 


4-2 DEMANDEUR 


Nom 


THALES ANGENIEUX SA 


Rue 


Boulevard Ravel de Malval 


Code postal et ville 


42570 SAINT HEAND 


Pays 


France 


Nationality 


France 


Forme iuridique 


Societe anonyme 



5A MANDATAIRE 



Nom 

Pr6nom 

Quality 

Cabinet ou Soctete 
Rue 

Code postal et ville 
N° de telephone 
N° de t6l6copie 
Courrier Slectronique 



6 DOCUMENTS ET RCHIERS JOINTS 



Texte du brevet 
Dessins 

Designation d'inventeurs 



LEHU 
Jean 

Lisle spedate: 422-5 S/002, Pas de pouvoir 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lance reaux 
75008 PARIS 
01 53 83 94 00 
01 45 63 83 33 

brevets.paterrts@brevaiex.com 



Fichier electronique 



Details 



textebrevetpdf 
dessins. pdf 



43^ 
1 



D 35, R 7, AB 1 
page 1, figures 3 



' MODE DE PAIEMENT 



Mode de paiement 
Num6ro du oompte client 



Prelevement du compte courant 
024 



8 RAPPORT DE RECHERCHE 



Etablissement immSdiat 



9 REDEVANCES JOINTES 



062 D6p6t 

063 Rapport de recherche (R.R.) 

068 Revendication £ partir de la Heme 
[Total & acquitter 



Devise 



Taux 



QuanUte 



Montant a payer 



EURO 
EURO 
EURO 
EURO 



0.00 

320.00 

15.00 



1.00 
1.00 
17.00 



0.00 
320.00 
255.00 
575.00 



U loi n-78-17 du 6 janvier 1 978 relative a Hnformatlque aux f,chiers et aux Mi. ***** * 08 f0rmU,aire ' 
Qle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I INPI. 

Sign6 par 

Signataire: FR, Brevatome, J.Lehu 

Emetteur du certificat DE, D-Trust GmbH, D-Trust for EPO 2.0 
Fonction 

Mandataire agree (Mandatalre 1) 



REPUBLIOUE FRANCAISE 



BREVET DTNVENTION 

CERTIHCAT D'UTILITE 



Reception electronique d'une soumission 



II est certifie par la pr6sente qu'une demande de brevet (ou de certificat d'utilite) a ete re9ue 
par le biais du depot electronique securise de I'lNPI. Aprds reception, un numero 
tfenregistrement et une date de reception ont et<§ attribues automatiquement. 







Demande de brevet : X 






Demande de CU : 


DATE DE RECEPTION 


6 mai 2003 




TYPE DE DEPOT 


INPI (PARIS) - Depdt Electronique 


Depot en Hgne: X 






Depot sur support CD: 


W D'ENREGISTREMENT NA TiONAL 


0350146 




ATTRIBUE PAR L'INPt 






Vos references pour ce dossier 


B14270.3IDDD2451 


DEMANDEUR 


Norn ou denomination sociale 


COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE . 


Nombre de demandeur(s) 


2 




Pays 


FR 




TITRE DE ^INVENTION 


SUPPORT DE BIOPUCE UTILISANT DES COUCHES MINCES 




DE MATERIAU SOL GEL ET PROCEDE DE REALISATION 




DOCUMENTS ENVOYES 


package-data.xml 


Requetefr.PDF 


fee-sheet.xml 


Deslgn.PDF 


ValidLog.PDF 


textebrevet.pdf 


FR-office-specific-lnfo.xml 


application-body.xmi 


requestxml 


dessins.pdf 


indication-bio-deposlt.xmi 





Effectue par 


J.Lehu 


Date et heure de reception electronique: 


6mal2003 13:15:58 


Empreinte officfelle du depdt 


DF:64:AF:56:E8:F8:75:48:65:5F:DA:1D:94:9D:21:84:69:31:1A:7F 



/ INPI PARIS, Section Depot/ 




INSTITUT 
NATIONAL DE ■ 
LA PROP HI ETC 
INDUSTR1CLLE 



SIEGE SOCIAL 
INS I (TUT 29 bin, rus do Saint Petersboug 
NATIONAL OE 75800 PARIS codex 08 
LA PROPRIETY TdXJphono : 01 53 04 53 0< 
INDUSTRJEllE TdMcoplo : 01 42 93 S9 SO 



ETABUSSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA UW No 51-444 OU 18 AVP4L 1951 



SUPPORT DE BIOPUCE UTILISANT DES COUCHES MINCES 
DE MATERIAU SOL GEL ET PROCEDE DE REALISATION 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

L' invention a trait au domaine des 
microsystemes biologiques. Plus particulierement, elle 
concerne la realisation d'un support de biopuce dont la 
detection est basee sur la collection d'un signal de 

fluorescence . 

Ce support de biopuce ou biocapteur peut 
etre utilise dans le cadre de la realisation de 
supports biopuces compatibles avec le greffage d' acides 
nucleiques (biopuces a ADN, biopuces a ARN) , d' acides 
amines (puces a proteines, puces immunologiques) , ainsi 
que les biopuces cellulaires utilisees notamment dans 
les etudes de la transfection ou les etudes du 

chimiotactisme . 

Le domaine de 1' invention s'etend aussi a 
tous types de reactions de reconnaissance moleculaires 
(anticorps/antigene, proteines-sucres...) . 

L' invention concerne egalement un procede 
de greffage de molecules biologiques dans le support 
selon 1' invention. 



ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

La technologie des biopuces ou biocapteurs 
* ADN est tres utilisee dans les analyses biomedicales, 
comme par exemple dans 1' expression des genes, la 
detection de mutations ou de polymorphisme, le 
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sequengage et la decouverte de genes (voir le document 
[1] reference a la fin de cette description) . 

Ces biopuces sont constitutes de reseaux 
microscopiques de molecules biologiques immobilisees 
sur des supports solides. Plusieurs approches peuvent 
etre utilisees pour la preparation de ces microreseaux. 

Tout d'abord, les molecules biologiques 
peuvent etre directement synthetisees sur un substrat 
(voir les documents [2], [3], [4], [5]). Cependant, en 
operant de cette maniere, on obtient des 
oligonucleotides qui presentent des longueurs se 
situant dans un domaine de 10 a 60 m£res . La limitation 
de la longueur maximale des sondes ainsi synthetisees 
constitue le principal probleme de cette technologie. 

Les molecules biologiques peuvent egalement 
etre pre-synthetisees, puis deposees sur des zones 
delimitees du support par 1' intermediate de 
microrobots qui seront soit passifs (type « pin ») , 
soit actifs (type piezoelectrique ou type a jet 
d'encre) (voir le document [61). Une grande gamme de 
molecules peut ainsi etre deposee par cette methode, 
comme par exemple les oligonucleotides, les produits 
issus d' amplification PGR d'ADN et les proteines. 

De la meme maniere , differentes approches 
sont possibles pour coupler les molecules biologiques 
avec le support. 

On peut utiliser le couplage 

electrostatique sur polyLysine (document [7] ) ou les 
interactions hydrophobes (document [8]). Cependant, ce 
type de liaison ne permet pas une analyse precise dans 
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certaines conditions de temperature ou de stringence 

des solutions d' hybridation . 

On peut aussi coupler les molecules 

biologiques au support a l'aide de liaisons covalentes. 

Cette approche permet de mieux optimiser les conditions 
d' hybridation et done la sensibilite des microreseaux, 
puisque les molecules sont greffees sur le support de 
maniere covalente et irreversible (documents [9], [10], 
[11] , [12] ) . 

On peut egalement effectuer ce couplage 
avec des oligonucleotides modifies en 5' par un 
groupement pyrrole que l'on depose par 
electrocopolymerisation avec du pyrrole sur des 
electrodes (document [13] ) . 

Cependant, quelles que soient les methodes 
decrites precedemment , le greffage se fait en deux 
dimensions sur un support plan. 

Afin d'augmenter la densite locale des 
molecules biologiques sur les biopuces, A. Mirzabekov a 
propose d'utiliser des gels de polyacrylamides et de 
greffer les molecules en trois dimensions dans le 
volume de ce materiau (documents [14] , [15] , [16] ) . Ce 
principe est aussi utilise pour des reactions 
enzymatiques in situ localises, des reconnaissances 
antigenes/anticorps (document [17]), des amplifications 
PCR d' oligonucleotides immobilisees (document [18]) ou 
la detection de la production de toxines bacteriennes . 

En utilisant les gels de polyacrylamides 
tels que decrit dans le brevet depose par A. Mirzabekov 
(document [19]), on peut obtenir une densite de 
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biomolecules greffees plus importante que dans l'art 
anterieur. Mais, dans ce procede, seules les reactions 
de la chimie organique sont utilisees pour coupler les 
biomolecules. En particulier, aucun agent de couplage 
de type silane n'est utilise pour greffer les 
biomolecules sur le gel. 

Par ailleurs, on ne cherche pas a ameliorer 
le signal de fluorescence emanant de la biopuce, ou 
plus particulierement, le rapport [signal de 
fluorescence/bruit] . En particulier, la monocouche de 
polyacrylamide n r a pas de f one t ion opt i que . En outre, 
cette monocouche est epaisse : elle a en effet une 
<§paisseur d' environ 30 micrometres. 

En ce qui concerne les materiaux sol-gel 
proprement dit, un certain nombre d' entre eux ont deja 
et6 utilises, principalement pour 1' encapsulation de 
proteines et 1' etude de leur fonctionnalite . Beaucoup 
de travaux sont actuellement publies sur 1' influence de 
cette encapsulation sur la structure, la fonction, 
1' accessibility, la conformation et la stabilite 
thermodynamiques des proteines (documents [20] , [21] , 
[22] ) . En particulier, on sait que la modification 
chimique appropriee des sol-gels permet un taux de 
greffage covalent de proteines plus important et/ou 
1' amelioration des proprietes de stabilite. Des etudes 
comparees de stabilite d'anticorps immobilises ont 
montre de meilleurs resultats sur sol-gel par rapport a 
un greffage covalent sur verre (voir le document [23] ) . 
Par exemple, des sol-gels modifies par des fonctions 
chloropropyl ou aminopropyl ont permis d'obtenir des 
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taux de proteines greffees deux a trois fois plus 
elevees que sur verre (document [24] ) . 

Concernant ces etudes deja publiees, on 

peut faire quelques constats. 

Tout d'abord, on remarque que le nombre de 
materiaux testes est tres limit*. En effet, les 
materiaux testes se limitent genera lement a des 
matrices de silice epaisses (>lmm) preparees a base de 
tetraethoxysilane (TEOS) ou de tetramethoxysilane 
(TMOS) . Les variances concernent plutot la modification 
de la matrice par : 

- 1' introduction de polymere (PVA, PEG a bas poids 
moleculaire) (document [21]) ou la diffusion d' ions 
pour jouer sur la polarite locale dans les pores, 

- 1' introduction de ligands pour fixer les 
biomolecules, 

- la diffusion de solvant (par exemple le glycerol 
(document [22])) pour moduler la viscosite locale. 

L'etat de l'art n' a done pas exploite 
pleinement la versatility des proprietes 

microstructurales et physico-chimiques des materiaux 
• sol-gel, ainsi que les differentes voies d' introduction 
et de greffage des biomolecules sur ou dans une couche 
sol-gel . 

Par ailleurs, 1' interet potentiel des 
couches minces (e'est a dire, des couches d' une 
epaisseur de l'ordre de 0,1 pm) est evoque plusieurs 
fois mais n'a ete prouve jusqu' ici, semble-t-il, que 
par Zink et al. (document [25]). Neanmoins, cet interet 
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n'est aucunement motive par la fonction optique de la 
couche. En particulier, les proprieties optiques des 
couches sol-gel utilisees pour 1' encapsulation des 
proteines, qu'elles soient modifiees chimiquement ou 
5 pas, epaisses (>1 pm) ou minces, n'ont pas ete etudiees 
ni quantif iees . Les auteurs se sont en ef f et content^s 
d'une transparence des gels suffisante pour permettre 
des mesures comparatives de signaux de fluorescence. 
L' idee de contribution des caracteristiques optiques de 
10 ces couches pour 1' optimisation du signal de detection 
de la fluorescence n'est pas evoquee. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

Le but de 1' invention est de f ournir un 

15 support de biopuce pouvant avoir une densite locale de 
molecules biologiques greffees elevee par rapport a 
l'art anterieur, mais egalement permettant d'obtenir un 
signal de detection par fluorescence ameliore (plus 
precisement, un rapport signal a bruit de detection par 

20 fluorescence ameliore) . 

Ce but et d f autres encore sont atteints, 
conformement a 1' invention, par un support pour biopuce 
comprenant un substrat support ant, sur une premiere 
face, au moins une couche poreuse de materiau, ladite 

25 couche etant destinee a assurer la fixation de 
molecules biologiques sur ladite couche et dans son 
volume, ledit support etant caracterise en ce que 
ladite couche est une couche mince optique de materiau 
prepare par voie sol-gel et dont l'indice de refraction 

30 est inferieur a l'indice de refraction du substrat. 
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Les couches de materiaux obtenus par voie 
sol-gel presentent one surface developpee de greffage 
importante, du fait de leur tres forte porosite par 
rapport a une couche de meme nature obtenue par depot 
5 selon d'autres techniques classiques (FVD, IBS, CVD) . 
Cette forte porosite permet de greffer en trois 
dimensions de fortes concentrations de molecules 
biologiques, et par 14 meme, d'augmenter 
significativement le signal de fluorescence. De plus, 
10 compte tenu de 1'efficacite du greffage volumique des 
couches de materiau sol-gel.. 1' epaisseur de materiau 
sol-gel a deposer sur le substrat est inferieure a 
celle des gels classiquement employes dans l'art 
anterieur. L' epaisseur des couches mises en ceuvre par 
15 1' invention peut ainsi varier, selon la nature de la 
couche deposee et la densite de sondes a y greffer, de 
0,1 a 5 ^. Ces couches peuvent etre deposees en une ou 
p'lusieurs etapes selon les techniques decrites plus 
loin. On se situe done dans le domaine des couches 
20 minces, contrairement a l'art anterieur qui utilisait 
des couches epaisses (superieures a 20 »a, nominalement 
30 |im) . 

On va done pouvoir exploiter les 
caracteristiques optiques des couches minces sol-gel 

25 deposees sur le substrat. Ces caracteristiques optiques 
des couches minces vont egalement pouvoir etre 
optimisees de maniere a augmenter le signal de 
fluorescence detecte apres greffage de la molecule 
marquee sur ou dans la couche sol-gel en question. 

30 Avantageusement, par le choix des 

precurseurs et de la voie de synthese de la couche 
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mince de materiau sol-gel, on peut obtenir une 
fluorescence intrinseque de la couche tres faible aux 
longueurs d' onde d'interet, c'est a dire aux longueurs 
d'onde d' excitation que l f on enverra plus tard sur le 
5 dispositif pour etudier la fluorescence des 
fluorophores fixes dans ou a la surface de la couche 
mince . 

De plus, la couche de materiau sol-gel peut 
presenter une faible absorption dans l'UV et dans le 

10 domaine visible, ce qui permet de liraiter la 
contribution des partes non-radiatives . II en decoule 
une amelioration du bilan energetique en faveur de 
l r emission de fluorescence dans l'espace libre. Avec 
cette caracteristique, la quantite de lumiere emise est 

15 superieure par rapport a l'art anterieur. Les signaux 
recueillis par les . scanners de lecture des biopuces 
issus de 1' invention vont done benef icier d'un rapport 
signal a bruit ameliore. 

Par ailleurs, la couche sol-gel peut avoir 

20 avantageusement une faible rugosite de surface, ce qui 
permet de limiter la diffusion de la lumiere de 
fluorescence . 

Pour ces trois premiers points, les couches 
minces sol-gel utilisees par la presente invention 

25 apportent une amelioration des performances par rapport 
a l'art anterieur- En disposant une couche mince de 
materiau sol-gel sur le substrat, on augmente done le 
signal de fluorescence, 

30 Selon un mode de realisation particulier, 

le support selon l r invention comprend en outre au moins 
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une douche mince optique de materiau prepare par voie 
sol-gel supportee par une deuxieme face du substrat 
opposee a la premiere face, ladite couche mince 
supportee par la deuxieme face ayant un indice de 
refraction inferieur a celui du substrat. En d' autres 
termes, le dispositif selon 1' invention comprend une ou 
plusieurs couches minces sur une face du substrat et 
une ou plusieurs couches minces sur la face opposee. 

Selon un autre mode de realisation, le 
support selon 1' invention comprend un empilement de 
couches minces dielectriques formant un miroir de Bragg 
intercale entre le substrat et la couche mince de 
materiau prepare par voie sol-gel. Cette configuration 
particuliere va permettre d' augmenter le champ 
excitateur a 1' interieur de la couche mince de materiau 
sol-gel. Cela est particulierement interessant quand on 
veut etudier la fluorescence de fluorophores greffes 
dans ou a la surface de la couche de sol-gel, car cette 
configuration a pour effet d' augmenter 1' excitation 
desdits fluorophores et done d' augmenter la quantite de 
lumiere emise dans le superstrat. On precise qu' un 
miroir de Bragg est un empilement successif de 
plusieurs couches minces dielectriques d' indices de 
refraction m et n 2 differents. L' epaisseur de chacune 
de ces couches est egale a X/ (4n) , avec n pouvant 
prendre la valeur n a ou n 2 . La variable X correspond a 
la longueur d' onde a laquelle on souhaite avoir une 
reflexion maximale pour le miroir de Bragg. 

Les couches de materiau prepare par voie 
sol-gel sont compatibles avec la plupart des substrats, 
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mineraux ou organiques, quelles que soient leur nature 
chimique et leurs proprieties optiques, mecaniques ou 
thermiques. Avantageusement, le substrat sera forme 
d'un materiau choisi parmi le groupe comprenant les 
verres, les polymeres et les semi-conducteurs.On peut 
done envisager de realiser des supports de biopuces sur 
un substrat de verre, de silicium ou de plastique. On 
pourra bien entendu choisir tout autre materiau, £ 
condition que les couches de materiau sol-gel soient 
compatibles avec le substrat choisi. 

Selon un mode de realisation particulier , 
le materiau prepare par voie sol-gel a une composition 
purement inorganique. Selon un deuxieme mode de 
realisation, il est compose d'une fraction inorganique 
et d'une fraction organique. 

Si on se trouve dans le cas ou le materiau 
est compose a la fois d'une fraction inorganique et 
d'une fraction organique, la fraction inorganique sera 
avantageusement majoritaire par rapport k la fraction 
organique. Avantageusement, que la fraction inorganique 
soit majoritaire ou non, ladite fraction donnera sa 
cohesion au materiau sol-gel. 

Que le materiau soit de composition 
purement inorganique ou k la fois inorganique et 
organique, ce materiau comportera avantageusement au 
moins un compost choisi parmi: 

- un oxyde M x O y , avec M choisi parmi le groupe constitue 
de Si, Al, Zr, Ti et Ta, 

- un compose de type -M-O-M' avec M et M' choisis 
parmi le groupe constitue de Si, Al, Zr, Ti et Ta. 
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On pourra ainsi avoir, par exemple, des 
materiaux tels que Si0 2 , Ti0 2 , Ta 2 O s , Zr0 2 et/ou des 
melanges de deux ou plus de ces oxydes. 

Avantageusement, lorsque le materiau 
5 prepare par voie sol-gel comporte un compose de type - 
M-O-M'-, M est Si et M' est Zr ou Ti . 

Dans ce type de couche, on pourra utiliser 
par exemple les sites M-OH libres comme sites reactifs 
pour le greffage ulterieur de sondes oligonucleotides, 
10 apres silanisation de ces sites ou des sondes. 

Lorsque le materiau sol-gel est compose 
d'une fraction inorganique et d' une fraction organique, 
ledit materiau a des caracteristiques particulieres . 
15 selon un mode de realisation particulier, 

la fraction organique est un polymere, ledit polymere 
restant libre ou etant faiblement lie aux elements 
constituant la fraction inorganique. En particulier, la 
fraction organique resulte de l'adjonction d' un 
20 polymere organique dans la suspension colloidale 
inorganique destinee a former le materiau sol-gel. En 
procedant ainsi, et apres les etapes de depot et de 
gelification du materiau sur le substrat, le polymere 
est emprisonne dans les mailles du reseau inorganique. 
25 Ce polymere peut avoir plusieurs f onctionnalites qui 
sont notamment le remplissage partiel de la porosite 
naturelle de la couche, permettant ainsi de moduler la 
porosite naturelle de la couche et/ou la taille des 
pores, et 1' incorporation dans la couche de groupements 
30 organiques reactifs permettant le greffage des sondes 
oligonucleotides . 
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Selon un autre mode de realisation, la 
fraction organique resulte de 1' incorporation d'un 
silane X-R 2 -Si (ORi) n dans la fraction inorganique. En 
particulier, cette incorporation se fait lors ' de la 
synthese du sol et le silane se lie aux sels ou 
alcoxydes metalliques de la fraction inorganique (on 
rappelle que le sol designe une suspension colloidale 
de particules dans un liquide),. On a alors creation 
d'un reseau composite de type M-O-Si (R 2 X) -O-M- . 

Avantageusement, R a sera choisi parmi le 
groupe comprenant -CH 3 , -C 2 H 5 , nPr, iPr ou tBu, R 2 sera 
une chaine aliphatique de longueur p-CH 2 , de preference 
sans fonction ether -CH 2 -0-CH 2 -, et avec p compris entre 
2 et 10, et X sera un groupement organique terminal 
15 reactif choisi parmi le groupe comprenant -OH, -COOH, - 
CH=0, -NH 2 , -CI, -epoxy, -glycidoxy, -CH=CH 2 , -acryl ou 
-me thai cry 1 . 

Notons que la longueur de la chaine 
aliphatique peut servir a moduler la taille des cavites 
20 du reseau, dans le but d'accueillir une sonde 
oligonucleotide de longueur determinee. Le groupement X 
quaht a lui peut permettre le greffage d'un 
oligonucleotide lui-meme f onctionnalise . 



25 



30 



Pour synthetiser les couches de materiau 
sol-gel selon 1' invention, on peut utiliser les etapes 
classiques d'hydrolyse et de condensation des 
precurseurs en solution,. suivie d'une transition 
sol/gel . 

La couche sol-gel est deposee a partir d'un 
produit liquide qui est une suspension colloidale des 
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composes cites ci-dessus, c'est-a-dire constitute 
d' especes de taille comprise entre 5 nm et 100 nm. 

Cette suspension colloidale est preparee 
par hydrolyse suivie d'une condensation controlee de 
sels ou d'alcoxydes de metaux ou de metalloides M. Au 
final, le milieu porteur est un solvant organique afin 
de faciliter l'etape de depot et de sechage du film. 

Dans la suspension colloidale, les elements 
presents pourront etre des particules sous forme quasi- 
spherique ou de plaquettes, des oligomeres ou un 
melange de particules sur lesquelles seront greffes des 
oligomeres. Dans tous les cas, les particules et/ou les 
oligomeres auront une dimension caracteristique 
relativement monodisperse et dans la gamme de tallies 

15 precisees ci-dessus. 

En fait, ce sont la nature, la taille et la 
forme de ces especes en suspension qui donneront, apres 
depot et gelification, la microstructure de la couche 
de materiau sol-gel. En effet, ce sont ces especes qui 
20 vont determiner la porosite totale et la taille des 
pores de la couche sol-gel. Generalement , la structure 
• de la couche sera de type oligomerique . 

En fabriquant le materiau sol-gel, on peut 
maitriser la taille des pores de la couche mince de 
materiau prepare par voie sol-gel. Avantageusement, la 
couche mince de materiau prepare par voie sol-gel 
possedera des pores de tallies comprises entre 5 nm et 
100 nm, et une porosite totale comprise entre 1% et 
50%. 
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II existe differentes m^thodes pour 
optimiser la taille des pores et la porosite totale de 
la couche sol-gel. 

Tout d' abord, pour les couches sol-gel 
5 ayant une structure particulaire, on peut jouer sur les 
parametres suivants : 

- la taille des particules, determinee par les 
conditions de synthese du materiau (concentration, taux 
d' hydrolyse, temps de murissement du sol) , 

10 - la forme des particules, determinee en fonction du 
precurseur (nature du metal M, nature du sel ou de 
l'alcoxyde) et des conditions de synthese du materiau, 

- la compacite de 1' empilement des particules dans la 
couche (empilement compact de type spheres dures ou 

15 chapelet de particules formant un reseau menageant des 
cavites d'une certaine dimension permettant 
d'accueillir les sondes a gref fer) , 

- l'emploi d'un agent de remplissage intimement melange 
ou lie de maniere covalente aux particules . 

20 Pour les couches sol-gel a structure 

oligomer ique, on pourra jouer sur les parametres 
suivants : 

- la taille des oligom^res, 

- la compacite de 1' empilement des oligomeres et/ou la 
25 taille naturelle du reseau apres gelif ication, 

- la densif ication eventuelle de la couche apr6s son 
d6pot par une methode thermique ou autre, 

- 1' incorporation dans le reseau de greffons lateraux 
organiques plus ou moins longs servant d' espaceurs . 

30 En jouant sur ces parametres, on peut 

maitriser la taille des pores et la porosite totale de 
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la couche mince obtenue par voie sol -gel dans les 
gammes precisees plus haut. Cela permet ainsi de 
maitriser la densite de sondes greffees dans une gamme 
de concentrations tres large. On rend done possible, 
pour de nombreuses applications specif iques, la 
fabrication industrielle de puces etalons ainsi que de 
puces « sur mesure » permettant de normaliser des 
signaux de fluorescence entre sondes de natures et/ou 
de longueurs differentes. 

Par ailleurs, en fonction du choix de la 
matrice sol-gel constituant la couche de materiau sol- 
gel, on pourra moduler 1' indice de refraction de ladite 
couche. La couche de materiau sol-gel pourra ainsi 
avoir un indice de refraction compris dans la plage 1,2 
a 2,1. Cela permet d'optimiser le signal de 
fluorescence detecte selon la technique de detection 
employee (microscopie en champ proche ou en champ 
lointain, ellipsometrie...) et selon le mode de greffage 
(surfacique ou volumique) . Dans le cas de la presente 
invention, on obtient des conditions d' elaboration de 
la couche qui permettent de baisser son indice de 
refraction (n) par rapport a l'indice de refraction du 
substrat nu. Dans le cadre de la presente invention, il 
est avantageux de verifier la relation : 

n<couche sol-gel) <n (substrat) 

Dans le cas particulier de 1' utilisation 
d'une couche mince de sol-gel sur un multicouche 
optique (miroir de Bragg), cette relation se 
generalisera sous la forme suivante : 
Y (couche sol-gel) <Y (multicouche) 



B 14270. 3ID 



16 



ou Y represente 1' admittance optique de l'onde dans la 
couche mince de materiau sol-gel ou le miroir de Bragg. 

Le but du support selon l r invention est de 
realiser des biopuces ou tout autre systeme d' analyse 
biologique. Pour y arriver, il faut que des molecules 
biologiques ou bio-molecules soient greffees sur et 
dans la (les) couche (s) mince (s) obtenue(s) par voie 
sol-gel selon 1' invention . Pour cela, on procede au 
greffage de molecules biologiques, ou bio-molecules, 

Qlir 0"f~ H ^ cj "1 n rT\nnVio m -i r"»/-*<a rle=s rwo-l-o v! *~ ^ vs. -s A M v 
— — iiixiiw iLlu u^j i— £X \jl ^-/«u o^-/a. j_ £_/Cl_U 

voie sol-gel sur la premiere face du support pour 
biopuce selon 1' invention en executant les etapes 
suivantes : 

- on prepare un sol destine a fournir le materiau sol- 
gel, 

- on incorpore des bio-molecules dans le materiau au 
cours de sa preparation, 

- on greffe des bio-molecules dans le materiau au cours 
de sa preparation, 

- on depose une couche mince dudit sol sur la premiere 
face du substrat, 

- on obtient la couche mince de materiau sol-gel a 
partir de la couche mince de sol. 

Selon un cas particulier, les bio-molecules 
incorporees dans le materiau au cours de sa preparation 
sont des bio-molecules silanisees en vue de leur 
greffage . 

Dans ce cas, l f incorporation des bio- 
molecules peut se faire de differentes raanieres. 
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Selon un premier mode de realisation, , 
1' incorporation des bio-molecules est effectuee par 
diffusion dans ladite couche mince lorsque celle-ci est 
sous forme de gel sec. Pour proceder au greffage de 
molecules biologiques sur et dans la couche mince de 
materiau prepare par voie sol-gel sur la premiere face 
du support pour biopuce, on pourra proceder de la 
maniere suivante : 

- synthetiser le materiau sol-gel destine a constituer 
la couche mince, 

- silaniser ou fonctionnaliser les bio-molecules a 
gref f er, 

- deposer le materiau sol-gel sur le substrat sous 
forme d' une couche mince, 

- incorporer les bio-molecules dans le gel sec par 
diffusion, 

- et greffer les bio-molecules sur la matrice sol-gel. 

Selon un deuxieme mode de realisation, 
1' incorporation des bio-molecules est effectuee dans 
ladite couche mince lorsque celle-ci est sous forme de 
gel humide, le greffage des bio-molecules se realisant 
lors du sechage du gel (on rappelle que le gel designe 
un reseau solide tridimensionnel emprisonnant du 
liquide (dans ses mailles) ) . 

Selon un troisieme mode de realisation, 
1' incorporation des bio-molecules est effectuee dans le 
materiau sol-gel a 1' etat liquide, le greffage des bio- 
molecules se realisant dans le sol. Le sol greffe 
n'aura alors plus qu' a gelifier et a secher lors du 
depdt. En d' autres termes, 1' incorporation des bio- 
molecules est effectuee dans le materiau sol-gel 
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lorsque celui-ci est sous forme de sol, le greffage cles 
bio-molecules se realisant dans le sol avant depot de 
la couche mince a l'etat liquide. 

5 Selon un autre cas particulier, l'etape de 

preparation du sol inclut une etape de 
f onctionnalisation destinee a obtenir un materiau sol- 
gel f onctionnalise permettant le greffage des bio- 
molecules apres leur incorporation dans la couche 
10 mince. 

Plane r-3 o 1 ' i n v" r» 4- *i rJoo V\ •! <> 

molecules peut se faire de differentes manieres. 

Selon un premier mode de realisation, les 
bio-molecules sont incorporees dans la couche mince 

15 lorsque celle-ci est sous forme de gel sec. Pour 
proceder au greffage de molecules biologiques sur et 
dans la couche mince de materiau prepare par voie sol- 
gel sur la premiere face du support pour biopuce, on 
pourra proceder de la manidre suivante : 

20 - synthdtiser le materiau sol-gel en incluant sa 
fonctionnalisation en vue du greffage des bio- 
molecules, 

- deposer le materiau sol-gel sur le substrat sous 
forme d'une couche mince, 

25 - incorporer les bio-molecules dans le gel sec, 

- et greffer les bio-molecules. 

Selon un deuxieme mode de realisation, les 
bio-molecules sont incorporees dans la couche mince 
lorsque celle-ci est sous forme de gel humide. Dans ce 
30 cas, on poura proceder au greffage des bio-molecules 
pendant le sechage du gel. 
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Selon un troisieme mode de realisation, les 
bio-molecules sont incorporees dans le materiau sol-gel 
lorsque celui-ci est sous forme de sol, le greffage des 
bio-molecules se realisant dans le sol avant depot de 
la couche mince. Dans ce cas, le greffage des bio- 
molecules se fera done avant que le sol ne gelifie et 
on procedera ensuite au dep6t et au sechage de la 
couche . 

Selon un quatrieme mode de realisation, les 
bio-molecules etant 6galement f onctionnalisees, leur 
incorporation et leur greffage sont effectues dans le 
sol avant son depot en couche mince sur le support. 
Pour proceder a ce greffage particulier, on pourra 
proceder de la maniere suivante : 

- synthetiser le materiau sol-gel, incluant sa 
fonctionnalisation en vue du greffage des bio- 
molfecules, 

- fonctionnaliser les bio-molecules, 

- incorporer les bio-molecules dans le sol liguide, 

- greffer les bio-molecules, 

- deposer le sol contenant les bio-molecules greffees 
sur le support, 

- attendre la gelification du sol puis secher le gel. 

Selon un mode particulier de 1' invention, 
on peut structurer la couche de materiau sol-gel et lui 
donner une configuration particuliere. Pour cela, on 
utilise le procede de greffage tel que decrit 
precedemment en lui ajoutant une etape de structuration 
de la couche mince de materiau sol-gel pour obtenir un 
reseau de plots ou de cuvettes sur tout ou partie du 
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support de biopuce. Avantageusement , ces plots ou 
cuvettes seront de forme circulaire ou carree. 

Avantageusement, les plots ou cuvettes 
seront de dimension caracteristique comprise entre 10 
5 et 200 micrometres, et seront espaces de 50 a 200 
micrometres . 

Avantageusement, le reseau de plots ou de 
cuvettes est realise en utilisant au moins une des 
techniques choisies parmi une attaque chimique, un 

10 pelage, un micro-usinage de la couche de materiau 
prepare par voie sol-gel ou par depot direct d r une 
couche structuree de materiau prepare par voie sol-gel . 
par micro-distributions locales. Le choix .de la 
technique de structuration se fera de preference en 

15 fonction des caract^ristiques de la couche sol-gel. On 
regardera en particulier : 

- le couplage de la couche sol-gel au substrat et sa 
tenue mecanique, 

- la proportion de la fraction inorganique et de la . 
20 fraction organique, 

- la resistance chimique de la fraction inorganique, 
principalement aux acides et aux bases mineraux, et de 
la fraction organique, principalement aux solvants 
organiques . 

25 Si la couche comporte une forte fraction 

organique photo-reticulable, on pourra utiliser une 
mise en forme directe ou une revelation par attaque 
chimique apres photo-reticulation a travers un masque. 
Si l'on utilise une attaque chimique, on pourra par 

30 exemple utiliser un protocole de type lift-off. Si la 
couche de materiau sol-gel est faiblement liee au 
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substrat, on utilisera de preference la technique du 
pelage. Si la couche est de resistance mecanique faible 
a moderee, on procedera de preference a un micro- 
usinage de la couche de materiau prepare par voie sol- 
gel. Si l'on precede a un depot direct de la couche 
structuree par micro-distributions locales, on pourra 
utiliser par exemple la technique de jet d'encre 
(« ink-jet » en anglais) ou de traversee d' une aiguille 
dans un film liquide (« pin and ring » en anglais) . 

En resume, la presente invention permet de 
deposer sur des substrats de differentes natures 
(verre, polymere ou semi-conducteur ) des couches minces 
a base de Si0 2 , Ti0 2 , Ta 2 0 5 , Zr0 2 par voie sol-gel. 
Compte tenu des proprietes optiques particulieres de 
ces couches minces sol-gel (faibles indice de 
refraction et coefficient d' extinction) et de leurs 
proprietes physico-chimiques (porosites, etat 

d' interface), on obtient des signaux de fluorescence 
qui se distinguent de l'etat de l'art. La faible 
Spaisseur de la couche sol-gel deposee sur le substrat, 
combinee avec un indice de refraction et un coefficient 
d' absorption faibles apportent a la couche sa 
fonctionnalite optique particuliere, en plus d' une 
faculte de greffage accrue. 



BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L' invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularises apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a titre 
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d'exemple non limitatif, accompagnee des dessins 
annexes parmi lesquels : 

- la figure 1 est un graphique presentant 1' evolution 
- du signal de fluorescence provenant d'une biopuce 

5 constitue d'un support selon 1' invention, en fonction 
de l'epaisseur de la couche mince de materiau sol-gel 
dispose sur ledit support, 

- la figure 2 est un schema d f un support selon un cas 
particulier de 1' invention, ledit support etant 

10 constitue d'un substrat dont deux faces opposees 
supportent une couche mince de materiau sol-gel, 

- la figure 3 est un schema representant un substrat 
supportant, sur une face, un multicouche sur lequel est 
depose une couche mince de materiau sol-gel. 

15 

EXPOSE DETAILLE D'UN MODE DE REALISATION PARTICUIiIER 

Tout d'abord, le comportement en 
fluorescence d'une monocouche de sol-gel deposee sur 
une lame de microscope va etre optimise. 

20 Pour cette experience, on considere un 

substrat de verre d' indice 1,52 comportant une couche 
mince sur laquelle est greffe un fluorophore. Le 
fluorophore pris en compte est le CY 3 (excitation = 543 
nm, Emission = 580 ran) . Notons que le moment dipolaire 

25 de ce type de molecules a tendance £ s'orienter de 
maniere paralldle £ la surface (voir le document [26] ) . 

1/ experience a 6te menee pour deux valeurs 
d' indices de refraction de la couche mince (1,2 et 
1,4), les deux indices etant choisis inferieurs a 

30 1' indice du substrat, et pour une ouverture numerique 
du microscope de 0,5. 
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On envoie un faisceau laser d' excitation 
d'intensite lex sur la couche mince a la longueur 
d'onde d' excitation du fluorophore et on observe la 

fluorescence. 

Dans ces conditions, le comportement en 
fluorescence du dispositif selon 1' invention en 
fonction de 1' epaisseur de la couche mince suit 
devolution presentee dans la figure 1. Les courbes 1 
et 2 representent respectivement 1' intensite totale et 
l'intensite obtenue pour une ouverture numerique de 0,5 
™„ inHHrp n=1.2 : les courbes 3 et 4 representent 
quant a elles respectivement l'intensite totale et 
l'intensite obtenue pour une ouverture numerique de 0,5 
avec un indice n=l,4. Conformement a ce qui a ete 
pressenti, la figure 1 indique qu' en choisissant un 
materiau d' indice plus faible (n=l,2), on favorise 
1' emission de la fluorescence dans le superstrat 
(milieu incident). On obtient ainsi, dans le cas n=l,2 
et par rapport a une lame de microscope d' indice n=l,52 
un rendement ameliore d'un facteur 3,5 avec une 
monocouche de sol-gel d' une centaine de nanometres 
d' epaisseur. 

Cette couche mince de materiau sol-gel bas 
indice d'une centaine de nanometres d' epaisseur, 
lorsqu'elle est deposee sur les deux faces d'un 
substrat, permet d' obtenir un renforcement du signal 
transmis. En effet, les ondes couplees par les 
fluorophores a 1' interieur du c6ne d' acceptance 
subissent une propagation suivant les lois de 
Descartes. Mais les ondes subissent une reflexion de 
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Fresnel attenuee en raison de la presence d' un f aible 
indice de refraction en surface. On peut voir sur la 
figure 2 que, lorsque l'on envoie un faisceau de 
lumiere 6 sur une face du substrat 5 presentant a sa 
5 surface des fluorphores, on obtient une emission 7 dans 
le superstrat et une emission 8 dans le substrat. 
Lorsque les fluorophores sont greffes dans une couche 
mince 9 de materiau sol-gel d' indice inf erieur a celui 
du substrat et depose sur une des faces du substrat, on 

10 obtient une emission 17 dans le superstrat superieure a 
1' emission 7 et une emission 18 dans le substrat 
superieure a 1' emission 8. Dans cette figure et de 
mani^re avantageuse, on a depose une deuxieme couche 
mince 9 de materiau sol-gel sur la face opposee a la 

15 face du substrat 5. comportant deja une premiere couche 
9. La presence de cette couche mince 9 de f aible indice 
par rapport au substrat va entrainer 1' apparition d'un 
phenomene de diminution de la reflexion du faisceau 
lumineux 6 . 

20 

Selon un autre mode de realisation, on. peut 
egalement deposer la couche mince 29 de faible indice 
de refraction sur un multicouche optique 28 de type 
mirbir de Bragg (voir sur la figure 3) . On remarque 

25 alors que le champ excitateur a l'interieur de la 
couche mince de sol-gel est augmente lorsque l'on 
envoie un faisceau incident 26 sur le support. On a en 
effet EKE2, avec El et E2 le champ excitateur 
respectif du substrat et de la couche mince. Cette 

30 configuration particuliere permet done d' augmenter la 
fluorescence emise dans le superstrat car 1' emission 37 
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dans le superstrat est superieure a 1' emission 27 dans 
le superstrat sans multicouche. 

Pour illustrer 1' interet du dispositif 
selon 1' invention et de ses differentes variantes, on 
realise des modelisations en comparant quatre types 
d' empilements : 

- le cas 1 est un substrat seul, 

- le cas 2 est un substrat et un empilement de couches 
minces du type 5(HB) ou H est Ti0 2 et B est SiO z , 

- le cas 3 est un substrat et un empilement de couches 
minces du type 4(HB)(HB') ou B' est un materiau sol-gel 
d' indice de refraction n = 1,3, 

- le cas 4 est un substrat et un empilement de couches 
minces du type 4 <HB) <HB' ) ou B' est un materiau sol-gel 
d' indice de refraction n = 1,22. 

Pour realiser cette etude, on utilise des 
fluorophores CY 3 situes a une altitude de 2 nm et 
orientes de 90° par rapport a la surface du support. 

Les longueurs d' onde d' excitation et 
d' emission du laser envoyees sur les echantillons sont 
respectivement de 543nm et de 580nm. On precise que les 
indices de refraction de Si0 2 et de Ti0 2 sont 
respectivement de 1,46 et de 2,2, 1' indice du 
superstrat (c'est a dire 1' indice du milieu d'arrivee 
de la lumiere) est de 1 et 1' indice du substrat est de 
1,52. L'ouverture numerique (ON) du microscope utilise 
pour 1' observation de la fluorescence du microscope est 
de 0,5. 
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Les simulations sur le logiciel « fluoplus » du CEA- 
LET I donnent les resultats suivants : 





Champ 
Excitateur 
(unite 
arbitraire) 


Intensite dans 
une ON de 0,5 
(unite 
arbitraire) 


Intensite dans 
le superstrat 
(unite 
arbitraire) 


Cas 1 


0, 63 


0,03 


0,10 


Cas 2. 


3,02 


0,73 


2,04 


Cas 3 


3,25 


0,86 


2,44 


Cas 4 


3,33 


0, 92 


2,64 



Si 1'on compare ces resultats en prenantle cas 1 comme- 
5 reference, on obtient : 





Champ 

Excitateur 
(unite 
arbitraire) 


Intensite dans 
une ON de 0, 5 
(unite 
arbitraire) 


Intensite dans 
le superstrat 
(unite . 
arbitraire) 


Cas 1 


1 


1 


1 


Cas 2 


5 


27 


20 


Cas 3 


5 


32 


24 


Cas 4 


5 


34 


26* 



De ces resultats, on en conclut qu' avec un sol-gel 
d'indice plus faible que la silice, on augmente 
1' emission totale de fluorescence sans modifier 

10 1' intensite d' excitation (« bleaching » en anglais), et 
que ce phenomene est encore accentue si on intercale un 
traitement optique de type miroir de Bragg entre le 
substrat et la couche bas indice de surface. Cela 
constitue un element important par rapport a 1' art 

15 anterieur. 
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Pour illustrer la presente invention, nous 
allons maintenant detainer un mode de realisation base 
sur le greffage covalent de sondes d' oligonucleotides 
sur une couche mince de silice realisee par voie sol- 
gel. 

On realise dans un premier temps le 
materiau sol-gel en appliquant les etapes classigues 
d'hydrolyse et de condensation des precurseurs en 
solution, suivie d'une transition sol/gel tel 
qu' explicite precedemment . 

Le materiau sol-gel etant realise a partir 
d'une solution traitante liquide, on pourra 1' appliquer 
en une couche mince et de maniere homogene sur la 
totalite du substrat par l'une guelconque des 
techniques suivantes : 

- trempe ou trempage-retrait, 

- centrifugation, 

- enduction a 1' horizontale de type « meniscus 
coating », c'est a dire par depot par tirage, 

- pulverisation. 

La faible viscosite et 1' homogeneite des 
solutions traitantes permettent egalement de mettre en 
ceuvre les techniques de micro-distribution dites de 
« spotting », c'est a dire de de P 6t de gouttes de 
liquide de volume compris entre quelques dizaines et 
quelques centaines de picolitres. Une autre technique 
applicable est une adaptation de l'« ink jet coating ». 
On pourra done egalement realiser les plots de materiau 
sol-gel directement sur le substrat par distribution 
locale. Cette procedure est particulierement 
interessante si on utilise la voie de greffage selon le 
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principe du micro-reacteur. De plus, elle supprime 
l'etape de structuration d' une couche deposee sur 
1' ensemble de la biopuce et peut permettre de deposer 
localement sur des plaques a puits . 

5 

Une f ois la couche mince deposee sur le 
substrat, on peut avoir a structurer ladite couche 
mince, le but etant au final de creer sur la biopuce 
des plots ou des cuvettes, de geometrie circulaire ou 

10 carree, de dimensions comprises entre 10 et 200 \xm et 
espacees de 50 a 200 jXm. 

Dans le cas d'une micro-distribution locale 
selon les techniques, de « spotting » ou « d' ink jet 
coating », la structuration de la couche mince resulte 

15 directement du .depot. Les conditions du depot telle : s 
que la preparation du substrat, la taille et 
1' espaceraent des micro-gouttelettes, le sechage et la 
gelification sont etudiees pour que les gouttelettes ne 
coalescent pas avant gelification et pour qu'elles 

20 aient la dimension souhaitee une fois gelifiees. 

Dans le cas ou la couche sol-gel est 
d' abord deposee sur 1' integralite du substrat, selon 
une des techniques enum6rees precedemment , la 
structuration sera obtenue, selon la nature physico- 

25 chimique de la couche et selon ses proprietes 
m6caniques, par l f une des techniques suivantes : 
- une attaque chimique, par exemple selon un protocole 
de type lift-off utilisant un masque d' insolation, 
eventuellement une couche sacrif icielle, un acide ou 

30 une base minerale, et un solvant aqueux ou organique, 
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- dans le cas d' une couche peu dense et/ou faiblement 
liee au substrat, on effectue un simple pelage 
mecanique de la couche a l'aide d' un masque adhesif 
permettant d' obtenir, en une operation, un reseau de 
micro-plots sur toute la puce, 

- un micro-usinage automatise, dans le cas d' une couche 
de resistance mecanique faible a moderee, 

- dans le cas d' une couche comportant une forte 
fraction organique photo-reticulable, on pourra 
utiliser une mise en forme directe ou une revelation 
par attaque chimique apres photo-reticulation a travers 
un masque. 

Passons maintenant a l'etape de preparation 
de la sonde. Sur la sonde d' oligonucleotide N, on va 
greffer le fluorophore F et le greffon G qui peut etre 
un silane S ou une sequence organique Rl . 

Dans le cas du greffage d'un silane 
s'ecrivant Y-R2-S1 {0R f ) n, le silane S se greffe sur la 
sonde N via le groupement reactif Y. Ce groupement 
react if Y peut etre electrophile ou nucleophile, et il 
reagit avec un groupement reactif present sur la sonde. 

La sonde N silanisee peut ensuite etre 
greffee sur la matrice sol-gel par condensation de la 
partie terminale -Si(OR')n avec les silanols residuels 
presents dans le reseau preforme de la matrice sol-gel. 
Ce greffage peut etre realise par incorporation de la 
biomolecule silanisee dans la couche deposee et sechee 
(gel sec) . Dans ce cas, on est tributaire de la 
diffusion de la biomolecule dans le gel. La forte 
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porosite de la couche permet neanmoins une diffusion et 
une densite de greffage relativement rapide. 

Pour augmenter la vitesse de diffusion et 
la densite de sondes greffees, on peut operer avant que 
5 le gel ne soit trop sec, le solvant encore eraprisonne 
dans les cavites facilitant la repartition de la sonde 
dans tout le volume de la matrice sol-gel. 

Enf in, on peut tenter d' incorporer la sonde 
silanisee a l'etat liquide dans la suspension 

10 colloidale, puis realiser le depot de cette substance 
sur le substrat. Cette technique permet d' avoir un 
melange intime, a l'echelle moleculaire, entre la 
suspension colloidale et les sondes, d'optimiser la 
quantite de sondes greffees et de garantir une densite 

15 de sondes greffees homog^ne dans tout le volume de la 
couche . 

Une variante de realisation est de 
silaniser d^abord le materiau sol-gel lors de la 
preparation de la suspension colloidale ou apres depot 
20 de la couche, puis d' incorporer la sonde dans le gel 
sec, le gel humide ou la suspension colloidale. Le 
greffage se fait alors par une reaction de condensation 
organique . 

Le chpix entre les deux variantes d§pendra, 
25 au cas par cas, de la facilite de greffage: 

- du silane sur la sonde, 

- du silane ou de la sonde silanisee sur la matrice 
sol-gel, 

- de la sonde sur la matrice sol-gel silanisee. 

30 
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Dans le cas du greffage sur la sonde d'une 
sequence organique Rl, celle-ci doit comporter deux 
groupements reactif s Yl et Y2 . Le groupement reactif Y2 
reagira avec un groupement reactif XI de la sonde, 
tandis que le groupement reactif Y2 reagira avec un 
groupement reactif X2 du materiau sol-gel. La sequence 
organigue Rl sert done ainsi d' agent de couplage entre 
la matrice sol-gel et la biomolecule. 

Le groupement reactif X2 sera 1' un de ceux cites plus 
haut dans la description des couches sol-gel composites 
inorganique/organique . 

De meme que pour la silanisation, on pourra choisir la 
methode de greffage de Rl a la biomolecule et a la 
matrice sol-gel qui optimise le rendement et la densite 
finale. 

Le greffage des sondes d' oligonucleotides N 
sur une couche de sol-gel comporte plusieurs etapes. 
Tout d'abord, on precede a 1' hydroxylation des sondes 
d' oligonucleotides N en solution basique. Puis on les 
silanise avec un compose derive d'un triethoxy silane 
qui permet la formation de liaisons Si-O-Si entre le 
substrat et le silane de la sonde. La fonction 
terminale du silane est choisie de maniere a pouvoir 
lier de facon covalente un oligonucleotide modifie en 
5' par un groupement amino par exemple (on pourra 
choisir un aldehyde par exemple) . Enfin, on precede au 
greffage covalent des oligonucleotides sur la couche de 
materiau sol-gel. Dans cet exemple de realisation, des 
sondes de 20 meres modifiees en position 5' par un bras 
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NH 2 sont deposees en solution dans un tampon phosphate 
0,3M avec une concentration de 10 pun. 

Les sondes deposees sur les couches de sol-gel sont 
hybridees avec des cibles de concentration 0,1 \}M de 
5 sequence complement aire portant le groupement 
fluorophore CY 3 en position 5' . 

La biopuce etant maintenant realisee, on 
observe sa fluorescence sur un scanner confocal GS 

10 3000. En mesurant le signal de fluorescence provenant, 
d-une part, de sondes hybridees sur du verre de i'"6tat 
de 1'art et, d' autre part, de la biopuce realisee selon 
l f invention (c'est a dire' un substrat de verre 
comportant une couche mince de sol-gel), on constate 

15 que, d'un point de vue quantitatif, les lames de verre 
traitees avec une couche sol-gel presentent un gain de 
1,5 a 2 par rapport au verre de l'etat de l'art. 
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REVENDICATIONS 

1. Support pour biopuce comprenant un 
substrat (5,25) supportant, sur une premiere face, au 

5 moins une couche poreuse de materiau, ladite couche 
etant destinee a assurer la fixation de molecules 
biologiques sur ladite couche et dans son volume, ledit 
support etant caracterise en ce que ladite couche est 
une couche mince (9,29) optique de materiau prepare par 
10 voie sol-gel et dont l'indice de refraction est 

2. Support pour biopuce selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu' il comprend en 

15 outre au moins une couche mince (9,29) optique de 
materiau prepare par voie sol-gel support^e par une 
deuxi£me face du substrat (5,25) opposee a la premiere 
face, ladite couche mince supportee par la deuxieme 
face ayant un indice de refraction inferieur a celui du 

20 substrat. 

3. Support pour biopuce selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend un 
empilement (28) de couches minces dielectriques formant 

25 un miroir de Bragg intercale entre le substrat (25) et 
la couche mince (29) de materiau prepare par voie sol- 
gel . 

4. Support pour biopuce selon l'une des 
30 revendi cations precedentes, caracterise en ce que le 

substrat (5,25) est forme d'un materiau choisi parmi le 
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groupe comprenant les verres, les polymeres et les 
semi-conducteuts . 

5. Support pour biopuce selon la 
revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le materiau 
prepare par voie sol-gel a une composition purement 
inorganique . 

6. Support pour biopuce selon la 
revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le materiau 
prepare par voie sol-gel est compose d' une fraction 
inorganique et d' une fraction organique. 

7. Support pour biopuce selon la 
revendication 6, caracterise en ce que la fraction 
inorganique est majoritaire par rapport a la fraction 
organique . 

8. Support pour biopuce selon l'une 
quelconque des revendications 6 ou 7, caracterise en ce 
que la fraction inorganique donne sa cohesion au 
materiau sol-gel. 

9. Support pour biopuce selon l'une 
quelconque des revendications 5 ou 6, caracterise en ce 
que ledit materiau comporte au moins un compose choisi 
parmi: 

- un oxyde M x O y , avec M choisi parmi le groupe constitue 
de Si, Al, Zr, Ti et Ta, 

- un compose de type -M-O-M' -, avec M et M' cho.isis 
parmi le groupe constitue de Si, Al, Zr, Ti et Ta. 
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10. Support pour biopuce selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que, 
lorsque le materiau prepare par voie sol-gel comporte 
un compose de type -M-O-M'-, M est Si et M' est Zr ou 

5 Ti. 

11. Support pour biopuce selon la 
revendication 6, caracterise en ce que la fraction 
organique est un polymere, ledit polymere restant libre 

10 ou etant faiblement lie aux Elements constituant la 
fraction inorganique.- 

12 . Support pour biopuce selon la 
revendication 6, caracterise en ce que la fraction 

15 organique resulte de 1' incorporation d'un silane X^R 2 - 
Si (ORi)n dans la fraction inorganique . -j 

13. Support pour biopuce selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que : 

20 - Ri est choisi parmi le groupe comprenant -CH3, -C2H5, 
nPr, iPr ou tBu, 

- R 2 est une chaine aliphatique de longueur P-CH2, de 
preference sans fonction ether -CH 2 -0-CH 2 ~, et avec p 
compris entre 2 et 10, 
25 - X est un groupement organique terminal reactif choisi 
parmi le groupe comprenant -OH, -COOH, -CH=0, -NH 2 , - 
CI, -epoxy, -glycidoxy, -CH=CH 2 , -acryl ou -methalcryl. 

14. Support pour biopuce selon 1'une 
30 quelconque des revendications pr^cedentes, caracterise 

en ce que ladite couche mince (9,29) de materiau 
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prepare par voie sol-gel possede des pores de tallies 
comprises entre 5 nm et 100 nm, et une porosite totale 
comprise entre 1% et 50%. 

15. Precede de greffage de molecules 
biologiques, ou bio-molecules, sur et dans la couche 
mince (9,29) de materiau prepare par voie sol-gel sur 
la premiere face du support (5,25) pour biopuce selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 14, caracterise 
en ce qu' il comprend les etapes suivantes : 

- preparation d'un sol destine a fournir le materiau 
sol-gel, 

- incorporation des bio-molecules dans le materiau au 
cours de sa preparation, 

i - greffage des bio-molecules dans le materiau au cours 
de sa preparation, 

_ d6p6t d , une COU che mince dudit sol sur la premiere 
face du substrat, 

- obtention de la couche mince de materiau sol-gel a 
20 partir de la couche mince de sol. 

16. Procede de greffage selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que les 
bio-molecules incorporees dans le materiau au cours de 

25 sa preparation sont des bio-molecules silanisees en vue 
de leur greffage. 

17. Procede de greffage selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que 

30 l' incorporation des bio-molecules est effectuee par 
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diffusion dans ladite couche mince lorsque celle-ci est 
sous forme de gel sec. 

18. Procede de greffage selon la 
5 revendication 16, caracterise en ce que 1' incorporation 
des bio-molecules est effectuee dans ladite couche 
mince lorsque celle-ci est sous forme de gel humide, le 
greffage des bio-molecules se realisant lors du sechage 
du gel . 

10 

IS. Procede de greffage selon la 
revendication 16, caracterise en ce que 1' incorporation 
des bio-molecules est effectuee dans le materiau sol- 
gel lorsque celui-ci est sous forme de sol, le greffage 
15 des bio-molecules se realisant dans le sol avant despot 
de la couche mince a l'etat liquide. 

20. Procede de greffage selon la 
revendication 15, caracterise en ce que 1'etape de 

20 preparation . du . sol inclut une etape de 
f onctionnalisation destinee a obtenir un materiau sol- 
gel fonctionnalis6 permettant le greffage des bio- 
molecules apres leur incorporation dans la couche 
mince . 

25 

21. Procede de greffage selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que les 
bio-molecules sont incorporees dans la couche mince 
lorsque celle-ci est sous forme de gel sec. 

30 



B 14270. 3ID 



41 



22. Proceed de greffage selon la 
revendication 20, caracterise en ce que les bio- 
molecules sont incorporees dans la couche mince lorsque 
celle-ci est sous forme de gel humide. 

23. Procede de greffage selon la 
revendication 20, caracterise en ce que les bio- 
molecules sont incorporees dans le materiau sol-gel 
lorsque celui-ci est sous forme de sol, le greffage des 
bio-molecules se realisant dans le sol avant depdt de 
la couche mince. 

24. Procede de greffage selon la 
revendication 20, caracterise en ce que, les bio- 
molecules etant egalement fonctionnalisees, leur 
incorporation et leur greffage sont effectues dans le 
sol avant son depot en couche mince. 

25. Procede de greffage selon l'une 
quelconque des revendications 15 a 24, caracterise en 
ce qu'il comprend en outre une etape de structuration 
de la couche mince de materiau sol-gel pour obtenir un 
reseau de plots ou de cuvettes sur tout ou partie du 
support de biopuce. 

26. Procede de greffage selon la 
revendication precedente, caracterise en ce que lesdits 
plots ou cuvettes sont de dimension caracteristique 
comprise entre 10 et 200 micrometres, et sont espaces 
de 50 a 200 micrometres. 
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27. Procede selon la revendication 25, 
caracterise en ce que le reseau de plots ou de cuvettes 
est realise en utilisant au moins une des techniques 
choisies parmi une attaque chiraique, un pelage, un 
5 micro-usinage de la couche de materiau prepare par voie 
sol-gel ou par depot direct d'une couche structuree de 
materiau prepare par voie sol-gel par micro- 
distributions locales . 

10 
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